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La presente invention est relative a une methode de selection de 
tumeurs solides sensibles a un traitement anticancereux, qui inhibe ou previent 
I'activite HLA-G desdites tumeurs solides et ses applications. 

Les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH), se 

5 divisent en plusieurs classes, les antigenes de classe I (HLA-A, HLA-B et HLA-C) qui 
presentent 3 domaines globulaires (ccl, a2 et a3), et dont le domaine <x3 est associe a 
la p2 microglobuline, les antigenes de classe H (HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR) et 
les antigenes de classe EH (complement). 

Les antigenes de classe I comprennent, outre les antigenes precites, 

10 d*autres antigenes, dits antigenes de classe I non classiques, et notamment les anti- 
genes HLA-E, HLA-F et HLA-G ; ce dernier, en particulier, est exprime par les 
trophoblastes extravilleux du placenta humain normal. 

La sequence du gene HLA-G (gene HLA-6.0) a ete decrite par 
GERAGHTY et al., (Proc. Natl. Acad. ScL USA, 1987, 84, 9145-9149) : il comprend 

15 4396 paires de bases et presente une organisation intron/exon homologue a celle des 
genes HLA-A, -B et -C. De maniere plus precise, ce gfene comprend 8 exons, 7 introns 
et une extremite non traduite 3* ; les 8 exons correspondent respectivement a : exon 1 : 
sequence signal, exon 2 : domaine extracellulaire al, exon 3 : domaine extraceilulaire 
cc2, exon 4 : domaine extracellulaire cc3, exon 5 : region transmembranaire, exon 6 : 

20 domaine cytoplasmique I, exon 7 : domaine cytoplasmique II (non traduit), exon 8 : 
domaine cytoplasmique m (non traduit) et region 3' non traduite (GERAGHTY et al., 
precite; ELLIS et al., J. Immunol., 1990, 144, 731-735 ; KIRSZENBAUM M. et aL, 
Oncogeny of hematopoiesis. Aplastic anemia Eds. E. Gluckman, L. Coulombel, Col- 
loque INSERM/John Libbey Eurotext Ltd). Toutefois le gene HLA-G differe des au- 

25 tres genes de classe I, en ce que le codon de terminaison de traduction, en phase, est 
localise au niveau du deuxieme codon de l'exon 6 ; en consequence, la region cyto- 
plasmique de la proteine codee par ce gfcne HLA-6.0 est considerablement plus courte 
que celle des regions cytoplasmiques des proteines HLA-A, -B et -C. 

Ces antigenes HLA-G sont essentiellement exprimes par les cellules 

30 cytotrophobiastiques du placenta et sont consideres comme jouant un role dans la 
protection du foetus (absence de rejet par la mere). En outre, dans la mesure ou Tanti- 
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gene HLA-G est monomorphique, il peut egalement etre implique dans la croissance 
ou la fonction des cellules placentaires (KOVATS et ah, Science, 1990, 248 . 220- 
223). 

D'autres recherches concernant cet antigene non classique de classe I 
5 (ISHITANI et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 3947-395 1) ont montre que Ie 
transcrit primaire du gene HLA-G peut etre episse de plusieurs manieres et produit au 
moins 3 ARNm matures distincts : le transcrit primaire d'HLA-G fournit une copie 
complete (Gl) de 1 200 pb, un fragment de 900 pb (G2) et un fragment de 600 pb 
(G3). 

10 Le transcrit Gl ne comprend pas l'exon 7 et correspond a la sequence 

decrite par ELLIS et al. (precite), c'est-a-dire qu'il code une proteine qui comprend une 
sequence leader, trois domaines externes, une region transmembranaire et une 
sequence cytoplasmique. L'ARNm G2 ne comprend pas l'exon 3, c'est-a-dire qu'il code 
une proteine dans laquelle les domaines al et a3 sont directement joints ; I'ARNm G3 

15 ne contient ni l'exon 3, ni l'exon 4, c'est-i-dire qu'il code une proteine dans laquelle le 
domaine al et la sequence transmembranaire sont directement joints. 

L'epissage qui prevaut pour l'obtention de Tantigene HLA-G2 
entraine la jonction d'une adenine (A) (provenant du domaine codant al) avec une 
sequence AC (issue du domaine codant a3), ce qui entraine la creation d'un codon 

20 AAC (asparagine) k la place du codon GAC (acide aspartique), rencontre au debut de 
la sequence codant le domaine a3 dans HLA-G 1. 

L'epissage genere pour l'obtention de HLA-G3 n'entralne pas la for- 
mation d'un nouveau codon dans la zone d'epissage. 

Les Auteurs de cet article ont egalement analyse les differentes pro- 

25 teines exprimees : les 3 ARNm sont traduits en proteine dans la lignee cellulaire 
.221-G. 

Les Auteurs de cet article concluent a un role fondamental de 
THLA-G dans la protection du foetus vis-a-vis d'une reponse immune maternelle 
(induction d'une tolerance immune). Toutefois, il est precise que le role de la proteine 
30 G3, qui ne contient pas le domaine ct3 n'est pas etabli. 
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Certains des Inventeurs ont montre l'existence d'autres formes 
epissees d'ARNm d'HLA-G : le transcrit HLA-G4, qui n'inclut pas 1'exon 4 ; le 
transcrit HLA-G5, qui inclut I'intron 4, entre les exons 4 et 5, provoquant ainsi une 
modification du cadre de lecture, lore de la traduction de ce transcrit et en particulier 

5 l'apparition d'un codon stop, apres l'acide amine 2 1 de I'intron 4 ; et le transcrit HLA- 
G6, possedant I'intron 4, mais ayant perdu l'exon 3 (KIRSZENBAUM M. et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 4209-4213 ; Demande Europeenne EP 0 677 582 ; 
KIRSZENBAUM M. et al.. Human Immunol., 1995, 43, 237-241 ; MOREAU P. et al., 
Human Immunol. 1995, 43, 231-236) ; ils ont egalement montre que ces differents 

10 transcrits sont exprimes dans plusieurs types de cellules humaines fcetales et adultes, 
notamment dans les lymphocytes (KIRSZENBAUM M. et al., Human Immunol., 
1995, precite ; MOREAU P. et al., Human Immunol. 1995, precite). 

n existe done au moins 5 ARNm HLA-G differents qui codent 
potentiellement 5 isoformes d'HLA-G. 

15 Bien que le foetus puisse Stre considere comme une semiallogreffe, 

les cellules fcetales survivent et ne sont pas rejetees par la mere ; il est apparu que les 
molecules HLA-G, exprimees a la surface des trophoblastes protegent les cellules 
fcetales de la lyse par les cellules natural killer (NK) maternelles (CAROSELLA E.D. 
et al., C.R. Acad. Sci., 318, 827-830 ; CAROSELLA E.D. et al ; Immunol. Today, 

20 1996,407-409). 

Des etudes anterieures ont montre que I'expression des molecules 
HLA-G a la surface de cellules cibles permet de proteger lesdites cellules cibles de 
l'activite lytique des cellules NK de la couche deciduale de l'endometre maternel 
(CHUMBLEY G. et al., Cell Immunol., 1994, 155, 312-322 ; DENE G. et al., J. 

25 Immunol., 1994, 152. 4255-4261 ; ROUAS-FREISS N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 
1997, 94, 5249-5254). n est a noter que ces cellules cibles sont obtenues par transfec- 
tion avec des vecteurs comprenant l'ADN g6nomique de HLA-G, generant potentiel- 
lement tous les transcrits alteraatifs. 

Les cellules NK expriment des recepteurs des molecules du CMH de 

30 classe I {killer inhibitory receptors ou KIR ou NKIR pour recepteurs inhibiteurs NK), 
qui sont responsables de 1' inhibition de la cytotoxicite, lorsque ces molecules HLA, 
agissant comme ligands, sont reconnues par ces recepteurs ; par exemple, 
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N. ROUAS-FREISS et al. (Proc. Natl. Acad. Sci., 1997, 94, 5249-5254) ont montre 
que l'expression de HLA-G protegeait de la lyse, les cellules cibles K562 (lignee 
cellulaire erythroleucemique hurnaine), transferees par le gene HLA-G. Ces cellules 
sont habituellement sensibles aux cellules NK. Certains des Inventeurs ont montre que 

5 les cellules NK n'expriment aucun transcrit HLA-G, ce resultat confirmant que les 
produits d' expression du gene HLA-G jouent vraisemblablement un role dans 
Fimmuno-tolerance (TEYSSDER M. et al., Nat. Immunol., 1995, 14, 262-270). 

Compte tenu du role important que peut jouer la molecule HLA-G 
aussi bien dans les pathologies ou les cellules NK sont particulierement actives 

10 (maladies autoimmunes, transplantations) ou sont au contraire inhibees (presence 
anorrnale de molecules HLA-G, notamment sur certaines tumeurs ou dans les infec- 
tions virales), les Inventeurs, poursuivant leurs travaux ont plus particulierement etu- 
dies les cellules tumorales. Ds ont trouve, de maniere surprenante, qu'au moins 
certaines tumeurs solides expriment Tantigene HLA-G et ont montre que cet antigene 

15 HLA-G joue un role fonctionnel dans la protection des cellules tumorales (tumeurs 
solides) de la destruction par les cellules NK. Ds ont en outre montre la presence 
effective de certaines des isoformes d*HLA-G a la surface desdites cellules tumorales. 

Toutefois, egalement de maniere surprenante, selon les lignees 
tumorales, le profil HLA-G (transcrits et proteines) sera different. 

20 Par exemple, dans certaines lignees de melanome, on peut observer 

la presence des isoformes HLA-G2/G4 et G3, qui protegent ces lignees de la lyse 
cellulaire induite par les cellules NK, comme le fait Tisoforme HLA-G 1, dans d'autres 
lignees. 

En consequence, les Inventeurs se sont donne pour but de pourvoir a 
25 des outils de selection des tumeurs solides sensibles a un traitement qui inhibe les 
antigenes HLA-G. 

La presente invention a pour objet une methode d'etablissement du 
profil de transcription HLA-G d'une tumeur solide, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

30 (i) le prelevement d'un echantillon tumoral ; 
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(ii) ['extraction de PARNm, a partir dudit echantillon ; on peut utili- 
ser notamment, une methode modtfiee de Chomczynski et Sacchi, en utilisant le 
reactif RNA NOW (Ozyme, France) ; 

(iii) la transcription inverse (RT) dudit ARN ; 

5 (iv) les amplifications successives ou concomitantes des ADNc 

obtenus en (iii), en presence d' amorces specifiques de chaque isoforme d'HLA-G et 
1' analyse des produits d' amplification obtenus, par electrophorese et/ou hybridation 
specifiqueet 

(v) Tetablissement du profil de transcription HLA-G dudit echan- 

10 tillon. 

De maniere preferee, les transcriptions inverses sont amorcees avec 
des oligo-dT sur de 1'ARNm, prealablement denature, par exemple a 65°C, en 
presence d'une transcriptase inverse, telle que la transcriptase inverse M-MLV 
(Gibco-BRL , Life technologies); 
l5 Egalement de maniere preferee, 1' amplification des ADNc est reali- 

see par polymerisation en chatne (PCR), en utilisant des amorces specifiques des diffe- 
rentes isoformes d'HLA-G, conformement aux Tableaux suivants : 



Amorces 


Sequences nucleotidiques 


Temperatures 
d' hybridation 
(°C) 


Isoformes 
amplifiees 


G.257 
G3.U 


5 ' -GG A AG AGG AG AC ACGG A AC A 
5 ' -GGCTGGTCTCTGC AC AAAG AG A 


61 


Gl,G2,G3, 
G4, G5, G6 


G.526 
G3.U 


5' -CCAATGTGGCTG AAC AAAGG 
5 ' -GGCTGGTCTCTGC AC AAAG AG A 


61 


G1,G4, G5 


G.-3-4 
G3.U 


5'-ACCAGAGCGAGGCCAAGCAG 
5 ' -GGCTGGTCTCTGC AC AAAG AG A 


65 


G3 


G.-3 
G3.U 


5'-ACCAGAGCGAGGCCAACCCC 
5 ' -GGCTGGTCTCTGC AC AAAG AG A 


65 


G2, G6 


G.-3 
G.i4b 


5'-ACCAGAGCGAGGCCAACCCC 
5 * - AAAGG AGGTGAAGGTGAGGG 


61 


G6 


G.526 
G.i4b 


5 * -CCAATGTGGCTG AAC AAAGG 
5* - AAAGGAGGTGAAGGTG AGGG 


61 


G5 
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Sondes 


Sequences nucleotidiques 


Temperatures 
d'hybridation 
(°Q 


Isoformes 
detectees 


GR 


5 ' -GGTCTGC AGGTTC ATTCTGTC 


60 


HLA-G1 , G2, 
G3, G4, G5, G6 


G.647F 


5 '-CCACCACCCTGTCTTTGACT 


60 


HLA-G1, 
G2.G5, G6 


G.I4 F 


GAGGCATCATGTCTGTTAGG 


55 


HLA-G5, G6 


G.927 F 


5'-ATCATGGGTATCGTTGCTGG 


55 


HLA-G1-G4 



La presente invention a egalement pour objet une rnethode 
d'etablissement du profil d'expression HLA-G d'une tumeur solide, caracterisee en ce 
5 qu'elle comprend : 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 

(ii) eventuellement le marquage des cellules dudit echantillon, 

(iii) la lyse des cellules, 

(iv) la mise en contact des cellules lysees avec differents anticorps 
10 diriges contre les antigenes HLA de classe I, pour former, eventuellement des 

complexes isoforme d'HLA-G/anticorps et 

(v) 1'etablissement du profil d'expression HLA-G dudit echantillon, 
par detection des complexes formes a Tetape (iv). 

De maniere preferee, a Tetape (iv), on obtient des immunoprecipites, 
15 qui sont separes, a Tetape (v) par electrophorese, transferes sur membrane et detectes. 

Conformement a Tinvention, lesdits anticorps sont de preference des 
anticorps monoclonaux. 

Cette expression des HLA-G par les cellules tumorales permet de 
mieux evaluer le type de traitement potentiellement efficace. 
20 La presente invention a egalement pour objet un vaccin anti-tumoral, 

apte a inhiber les antigenes HLA-G, caracterise en ce qu'il est selectionne dans le 
groupe constitue par des cellules tumorales autologues ou un antigene HLA-G5 
soluble ; de tels vaccins induisent la formation de lymphocytes T cytotoxiques, 
specifiques de tumeurs et d'anticorps anti-HLA-G. 



7 

Lorsque ledit vaccin est constitue de cellules autologues (notamment 
des cellules tumorales de Pindividu a traiter exprirnant au moins une isoforme d'HLA- 
G), lesdites cellules sont de preference modifiees de maniere a induire effectivement la 
production d'anticorps antl -HLA-G. Les cellules sont par exemple soumises a un 
5 traitement au cholesterol ou a un traitement hyperbare. 

De maniere avantageuse, ledit antigene anti-HLA-G5 soluble est 
couple a une proteine appropriee et eventuellement associe a un adjuvant tel que 
Thydroxyde d'aluminium ou le phosphate de calcium. 

Ledit vaccin est de preference administre par voie sous-cutanee ou 

10 intra-dermique. 

La presente invention a egalement pour objet une composition anti- 
tumorale, apte a inhiber les antigenes HLA-G, caracterisee en ce qu'elle est constitute 
d'anticorps anti-HLA-G (immunotherapie passive). 

La presente invention a en outre pour objet des produits contenant 
15 des anticorps anti-HLA-G et des facteurs de regulation de F expression des HLA-G, 
aptes a inhiber les antigenes HLA-G, comme produits de combinaison pour une 
utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps, dans le traitement des tumeurs 
solides exprirnant au moins une isoforme d' HLA-G. 

Parmi lesdits facteurs de regulation, on peut notamment noter les 
20 hormones sexuelles telles que la testosterone. 

Outre les dispositions qui precedent, Tinvention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre de la presente invention ainsi qu'aux dessins annexes 
dans lesquels : 
25 - la figure 1 illustre : 

(A) : l'analyse RT-PCR des ARNm des isoformes d'HLA-G dans les 
tfsllules de melanome. Des amorces pan-HLA-G [amorce G.257 (exon 2) et 3G.2 
(extremite 3' non-traduite)] sont utilisees pour T amplification PCR des transcrits 
HLA-G correspondants aux differentes isoformes connues d' HLA-G. L'ADNc des 
30 cellules de choriocarcinome JEG-3, les trophoblastes du premier trimestre (TRO) et 
les cellules mononucleees du sang peripherique (PBMC) sont utilises comme cellules 
controles respectivement pour les taux de transcription eleves et les taux de transcrip- 
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tion basals d'HLA-G. IgR, M8 et M74 correspondent a P amplification de PADNc de 
lignees cellulaires de melanomes. Les bandes HLA-G specifiques sont revelees par 
hybridation avec la sonde GR-specifique, localisee au niveau de Pexon 2. Les bandes 
correspondant aux transcrits HLA-G1, G2, G3, G4 et G5 sont indiques par des fleches. 
5 Les produits de la PCR, co-amplifies au cours de la meme reaction, avec tes amorces 
de la {3-actine sont detectes sur la meme membrane a 1'aide d'une sonde P-actine ; 

(B) : cette figure correspond a la detection RT-PCR des transcrits 
alternatifs dans les cellules de melanome. L' amorce 3 est specifique des isoformes 
HLA-G2 et HLA-G2 soluble (G6) qui ne possedent pas Pexon 3. L'amorce 3.4 permet 

10 de distinguer les transcrits ARNm HLA-G4. Les amorces G.526 et I4b amplifient de 
maniere specifique le transcrit HLA-G5, qui correspond a la forme soluble. Les pro- 
duits de la PCR, co-amplifies dans la meme reaction avec les amorces de la P-actine, 
sont detectes sur la meme membrane par une sonde specifique de la P-actine ; 

(C) : cette figure correspond a P analyse RT-PCR de PARNm des 
15 HLA classiques de classe L Les ADNc des PBMC, des trophoblastes et des cellules de 

melanome sont amplifies par RT-PCR, en utilisant des amorces specifiques HLA-A, 
HLA-B, HLA-C ou HLA-DRA. Les bandes specifiques sont revelees en utilisant des 
sondes specifiques (HLA — A, HLA — B, HLA-C et HLA — DRA). Les produits de la 
PCR, co-amplifies dans la meme reaction avec les amorces de la P-actine, sont detec- 
20 tes sur la meme membrane par une sonde specifique de la P-actine (controle quantitatif 
des taux d' ARN). 

- la figure 2 illustre Panalyse RT-PCR des ARNm des isoformes 
d'HLA-G dans les biopsies de metastases de melanome (analyse in vivo et ex vivo de 
la peau). Les amorces pan-HLA-G G.257 et 3G.U sont utilisees pour P amplification 

25 RT-PCR des transcrits HLA-G, a partir de metastases de peau ex vivo (MEL) et a 
partir de biopsies de peau saine, du meme patient (HS) ; des cellules JEG-3 et des 
trophoblastes du premier trimestre sont utilises comme controles (taux eleve de trans- 
cription HLA-G). Les bandes specifiques HLA-G sont revelees par hybridation avec 
une sonde GR-specifique, localisee dans Pexon 2. Les bandes correspondant aux 

30 transcrits HLA-G 1, G2 f G3, G4 et G5 sont indiquees par des fleches. 
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- la figure 3 illustre la detection des proteines HLA-G I dans les 
cellules JEG-3 mais pas dans les cellules de melanomes IGR et M8 a l'aide de 
1' anticorps monoclonal W6/32 : 

(A) : immunoprecipitation des proteines marquees metaboliquement. 
5 (B) : les proteines de surface biotinylees de melanome et les cellules 

JEG-3 sont immunoprecipitees avec 1' anticorps monoclonal W6/32 ; les immunopreci- 
pites sont separes par SDS-PAGE a 12 % et transferes sur membrane de cellulose. Les 
molecules de surface de classe I sont detectees avec de la peroxydase conjuguee a de 
la streptavidine. 

10 - la figure 4 illustre V immunoprecipitation des isoformes HLA-G des 

cellules de melanomes IGR par un anticorps monoclonal dirige centre la chaine lourde 
d' HLA-G libre et par les anticorps monoclonaux 4H94 et HCA2. Les cellules sont 
marquees pendant 30 min, immunoprecipitees avec les anticorps specifiques et les 
immunoprecipites sont analyses par SDS-PAGE h 10 %, L' anticorps 4H94, qui reagit 

15 avec la chaine lourde HLA-G (bande de 39 kDa dans les cellules JEG-3), presente des 
reactions croisees avec les chaines Iourdes d'HLA-A, B et/ou C (bande de 45 kDa 
dans toutes les cellules testees). 

- la figure 5 illustre : 

(A) : l'effet de Texpression HLA-G dans le melanome IGR sur la 
20 sensibilite a la lyse par le clone YT2C2-PR. Les cellules K562 transferees, soit avec 

ie vecteur seul (K562-pRc/RSV) t soit avec le vecteur HLA-G 1 (K562-HLA-G1) ou le 
vecteur HLA-G2 (K562-HLA-G2) et les lignees M8, M74 et IGR sont utilisees 
comme cellules cibles (T). Le clone YT2C2-PR est utilise comme cellule effectrice 
(E) dans un rapport cellule effectrice/cellule cible (E/T) de 50:1. Les resultats sont 
25 exprimes comme le pourcentage de lyse enregistre en 4 h dans un test de liberation du 
chrome 51. La liberation spontanee n'excede jamais 10 % de la liberation maximale. 
Cette experience est realisee au moins 5 fois et produit a chaque fois les memes resul- 
tats ; 

(B) : T inhibition de la lyse induite par le clone YT2C2-PR est due £ 
30 un signal « off » transmis par les cellules IGR. La lignee M8 est utilisee comme cellule 

cible (T), marquees au chrome. Le clone YT2C2-PR est utilise comme cellule effec- 
trice (E) dans un rapport E/T de 50:1. Les cellules IGR sont ajoutees en tant que 
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cellules inhibitrices dans un rapport cellule inhibitrice/cellule cible de 100, 50 et 25: 1. 
0 indique qu'aucune cellule IGR rfa ece ajoutee dans le test. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d' illustration de l'objet de l'invention, dont ils ne constituent en 
5 aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Analyse des profils HLA-G de differentes lignees tumorales 

AJ MATERIEL ET METHODES 

1/ Lignees cellulaires 

La lignee cellulaire erythroleucemique humaine K562 (ATCC) et la 
10 lignee cellulaire leucemique T immature (clone YT2C2-PR) a activite NK) sont 
maintenues dans un milieu RPMI 1640 complement^ avec du serum de veau foetal a 
10%, inactive par la chaleur, de la L-glutamine 2mM, de la gentamicine a 1 ng/ml et 
de la fungizone (Sigma, Saint-Quentin, France) et cultivees a 37°C dans un incuba- 
teur, humidifie a atmosphere enrichie a 5% en C0 2 . Les transfectants K562 sont 
15 selectionnes dans un milieu contenant de la geneticine a 1 mg/ml (G418 sulfate, 
Sigma). 

La lignee cellulaire humaine de choriocarcinome HLA-G-positive 
denommee JEG-3 (ATCC) est cultivee dans un milieu DMEM (Sigma) supplemente 
avec du serum de veau foetal a 10%, inactive a la chaleur, des antibiotiques et de la L- 
20 glutamine 2mM. Les lignees cellulaires ne contiennent pas de mycoplasmes. 

Outre les lignees precitees, on utilise : 

- des lignees de melanome IGR (HLA-A2, A3, B58/male), M74 
(HLA-A1, A2, B8, B 14/femeile) et M8 (HLA-A1, A2, B 12 et B40/male), 

- des tissus trophoblastiques du premier trimestre, obtenus apres 
25 IVG ; ces tissus sont decoupes en fines lamelles et immediatement utilises pour 

extraire TARN, et 

- des cellules mononucleees du sang peripheriques (PBMC), obte- 
nues a partir de volontaires sains et isolees sur un gradient de densite Ficoll-Hypaque 
1077. 

30 21 Echantillons tumoraux 

Des biopsies sont effectuees a partir d'echantillons tissulaires de 

patients. 
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3/ Anticorps monoclonaux 

Les anticorps suivants sont utilises : 

W6/32 : IgG2a, anti-chaTnes a de HLA de classe I ussociees a la (32- 
m (Sigma) ; HCA2 : IgG anti-HLA-A et G et des IgG anti-HLA-G. 

5 4/ RT-PCR 

L'ARNm total est extrait a partir de 10 7 cellules a ['aide du reactif 
RNA NOW (Biogentex, Inc.) conformement aux recommandations du fabricant. La 
qualite de TARN est verifiee par electrophorese sur gel d'agarose a 1,5% denaturant. 
Les ADNc sont prepares k partir de 10 \ig d'ARN total traites avec de la DNAse I 

10 (Boerhinger Mannheim) en utilisant une amorce oligo-(dT)i2-!s et la transcriptase 
inverse M-MLV (GIBCO-BRL). Les amplifications RT-PCR sont realisees en utilisant 
les amorces suivantes : G.257 (exon 2) et G3.U (3'UT) (Ishitani A. et al., Proc. NatL 
Acad. Scz., 1992, 89, 3947-3951 ; Kirszenbaum M. et al., Proc. NatL Acad. Sci. y 1994, 
91, 4209-4213 et Moreau P. et al., C.R. Acad. Sci, 1995, 318, 837-842), pour detecter 

15 toutes les isoformes d'ARNm d'HLA-G. Une amplification specifique de chaque 
forme d'ARNm d'HLA-G est realisee avec les ensembles d' amorces suivants : 

- G.526 (exon 3) et G3.U (3 f UT) pour les isoformes Gl et G4 ; 

- G.526 (exon 3) et G.i4b (intron 4) pour Tisoforme G5 ; 

- G.-3 (recouvrant partiellement les exons 2 et 4) et G3.U (3* UT) 
20 pour les isoformes G2 et G6 ; 

- G.3-4 (recouvrant partiellement les exons 2 et 5) et G3.U (3* UT) 
pour Tisoforme G3. 

Les ADNc des HLA classiques de classe I sont amplifies comme 
decrit dans King et al. (7. Immunol., 1996, 156, 2068-2076), en utilisant une amorce 5' 
25 unique HLA-5P2 et 3 amorces 3', HLA-3pA, HLA-3pB et HLA-3pC qui amplifient 
respectivement les ARNm HLA- A, HLA-B et HLA-C. 

Les amorces specifiques DRA sont decrites dans King et al. precite. 
Une co-amplification de PADNc de P-actine est realisee dans 
chaque experience avec ie test Clontech (16 cycles), de maniere k e valuer les quantites 
30 comparatives d'ARN dans les echantillons. Les produits PCR sont analyses par 
electrophorese sur gel d'agarose k 1% et color& k l'aide de bromure d'ethidium. La 
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specificite des produits PCR est confirmee par blotting alcalin des fragments dans du 
NaOH 0,4 N sur des membranes de Nylon (Hybond N+, Amersham, France). 
Les sondes HLA-G specifiques sont les suivantes : 

- GR specifique de l'exon 2, 

5 - G.647 F (S'-CCACCACCCTGTCTTTGACT : specifique de 

1'exon 4), 

- G.I4 F (GAGGCATCATGTCTGTTAGG : specifique de Tintron 

4), et 

- G.927 F (5*-ATCATGGGTATCGTTGCTGG : specifique de 

10 l'exon 5). 

Les autres sondes sont les suivantes : 

- sonde specifique HLA-A (5*GGAGGACCAGACCCAGGACAC- 

G), 

- sonde specifique HLA-B ( 5 ' AGCTCCG ATG AC C AC AACTGC) 
15 - sonde specifique HLA-C (5TGTCCTAGCTGCCTAGGAG) et 

- sonde specifique HLA-DRA (TGTGATCATCCAGGCCGAG). 
Les filtres sont exposes sur des films Kodak (Biomax) avec des 

6crans amplificateurs pendant 4 k 16 heures k -80°C. 

5/ Marquage metabolique, immunoprecipitation et electropho- 

20 rhse sur gel. 

Les cellules sont metaboliquement marquees avec 0,5 mCi de [ 35 S] 
methionine +[ 35 S] cysteine (Amersham) pour 2.10 7 cellules pendant 30 min ou 1 h 
dans un milieu sans methionine ni cysteine contenant 5 % de serum de veau foetal. 

Les cellules sont lavees deux fois avec du PBS froid et lysees dans 

25 un tampon constitue de 1 % de Triton X100/PBS pendant 30 min a 4°C. Apres 
preclarification par incubation avec une colonne Sepharose- proteine A CL-4B 
(Pharmacia) et du serum normal, les lysats cellulaires preclarifies sont incubes avec 
des anticorps specifiques (W6/32, 4H94 et HCA2). Les produits immunoprecipites 
sont laves 5 fois dans un tampon comprenant 0,1 % de Triton XI 00/20 nM Tris pH 

30 7,5 150 mM de NaCl, 0,05 % de NaN 3 (Dunq) et une fois dans un tampon comprenant 
0,1 % Triton X100, 0,1 % SDS/Dunq. Les proteines liees sont eluees a partir des billes 
par chauffage k 100°C pendant 5 min dans un tampon a 2 % de SDS. Les echantillons 
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sont alors analyses sur un gel SDS-PAGE k 12 ou 10 %. Les gels sont seches et expo- 
ses a un film Kodak XAR-5 a -70°C 

6/ Immunoprecipitation des proteines biotinylees de surface et 

Western blot 

5 Les proteines de surface sont marquees avec de la biotine. Apres 

lavage dans du PBS, 1,5. 10 7 cellules sont incubes dans 1 ml de PBS froid contenant 
5 ml de NHS-SS-biotine (Pierce, Rockford, EL) pendant 15 min a 4°C. Les groupes 
actifs residuels sont inhibes dans 50 mM de NH4CI pendant 10 min a 4°C. Les cellules 
sont lysees dans 1 % de Triton X100/PBS. Les proteines precipitees avec Tanticorps 

10 W6/32 sont separees sur SDS-PAGE a 12 %, transferees sur membrane de nitrocellu- 
lose et mises en presence d'un conjugue peroxydase de raifort-streptavidine. Apres un 
lavage extensif de la membrane, la reaction coioree est realisee en utilisant le reactif 
de detection de Western blotting ECL (Amersham, France), apres quoi la membrane 
est exposee a un film Kodak k temperature ambiante. 

15 7/ Essais de cytotoxicity 

L'activite cytolytique des cellules mononucleees du sang peripheri- 
que, des cellules NK et des cellules YT2C2-PR (cellules effectrices ou E) a I'encontre 
des transfectants HLA-G (cellules cibles ou T) est estimee k Taide de tests de libera- 
tion pendant 4 heures du chrome 51, dans lesquels les cellules effectrices sont melan- 

20 gees avec 5.10 3 de cellules cibles marquees au chrome 51 (100 |LtCi de 5I Cr-chromate 
de sodium, Amersham, UK), dans differents rapports E/T, dans des plaques de 
microtitration dont le fond est en forme de U. 

Apres 4 heures k 37°C dans un incubateur humidifie contenant 5% 
de CO2, 100 ill de surnageant sont preleves pour un comptage par scintillation en 

25 phase liquide (Wallac 1450 Microbeta, Pharmacia, France). Le pourcentage de lyse 
specifique est calcule comme suit : 

pourcentage de lyse specifique = [cpm dans le puits experimental - cpm de liberation 
spontanee)/(cpm de liberation maximale - cpmde liberation spontanee)] x 100. 

La liberation spontanee est determinee par incubation des cellules 
30 cibles (T) marquees avec le milieu. La liberation maximale est determinee par solubi- 
iisation des cellules cibles dans de l'HCl 0,1 M. Dans toutes les experiences, la libera- 
tion spontanee est inferieure k 10% par rapport k la liberation maximale. Les resultats 
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sont presentes comme des moyennes de trois echantillons. Dans les experiences dans 
lesquelles les anticorps monoclonaux sont utilises pour bloquer I' interaction HLA-G- 
NK, les cellules cibles sont incubees avec 1' anticorps monoclonal correspondant, puis 
Iavees et incubees avec un anticorps F(ab') 2 de chevre anti-souris (Jackson 
5 Immunoresearch, USA) pour eviter la cytotoxicity cellulaire dependante des anticorps 
(ADCC) par interaction des recepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines, 
exprimes sur les cellules NK avec le premier anticorps utilise. Les toxicites des anti- 
corps monoclonaux sont egalement verifiees dans chaque essai et sont toujours infe- 
rieuresa3%. 

10 II - Resultats 

1/ Identification des differents transcrits d'HLA-G dans des 
Iignees cellulaires de melanome. 

Les ADNc d'HLA-G de 3 Iignees cellulaires de melanome (IGR, M8 
et M74) sont amplifies, a Taide des amorces precedemment decrites (A. Ishitani et al., 

15 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 3947-3951 ; M. Kirszenbaum et al. f Proc. Natl 
Acad. Sci. USA, 1994, 91, 4209-4213), derivees des sequences specifiques de I'exon 2 
et de la region 3' non traduite (voir Materiel et Methodes). 

La lignee JEG-3 de choriocarcinome et des cellules trophoblastiques, 
qui presentent des taux eleves de transcrits d'HLA-G, sont utilisees comme temoins 

20 positifs et les cellules mononucleees du sang peripherique (PBMC) de volontaires 
sains sont utilises comme controle negatifs (taux faibles de transcrits HLA-G). 

L'hybridation des produits de la PCR ont permis d' identifier des 
taux importants d'ARNm d'HLA-G dans 2 Iignees cellulaires de melanome, a savoir 
IGR et M74, tandis qu'aucun signal ne peut etre detecte dans la lignee cellulaire de 

25 melanome M8. 

Dans les cellules JEG-3 et les trophoblastes, tous les transcrits 
d'HLA-G sont detectes (figure 1A). 

Dans les cellules de melanome IGR, tous les transcrits sont egale- 
ment detectes par les amorces pan-HLA-G (figure 1 A). 
30 Cependant, les amorces pan-HLA-G ne permettent pas de distinguer 

entre les signaux HLA-G1 et HLA-G5, qui sont presents tous les deux, au niveau 
d'une bande correspondant k 1 000 pb, ni entre les signaux HLA-G2 et HLA-G 1, qui 
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comigrent sous la forme d'un fragment de 600 pb. Une identification RT-PCR permet 
d'isoler les isoformes h l'aide d 1 amorces specifiques (P. Moreau et al., C. R. Acad. 
Sci., 1995, 318, 837-842) (voir Materiel et Methodes). 

Les cellules IGR expriment toutes les isoformes d'HLA-G sous 
5 forme de transcrits, HLA-G4 et HLA-G5 etant exprimes a des taux faibles (figure IB). 

Dans. la lignee cellulaire de melanome M74, les amorces pan-HLA- 
G detectent des bandes correspondant a HLA-G1 et HLA-G5 (1 000 pb) (signaux 
intenses), un signal pour HLA-G2 et G4 (600 pb), mais aucun signal pour HLA-G3 
(300 pb) (figure 1A). Les amorces pour les isoformes specifiques revelent que dans 
10 ces cellules les isoformes Gl et G4 sont plus abondantes que clans les PBMC tandis 
que le taux de transcrit G5 est comparable a celui observe dans les PBMC. 

Des taux faibles d'ARNm HLA-G2 et HLA-G6 (forme soluble 
d , HLA-G2) sont detectes dans ces cellules M74, tandis qu'une amplification speci- 
fique du transcrit HLA-G3 confirme T absence d'HLA-G3 observee avec les amorces 
15 pan-HLA-G dans ces cellules (figures I A et IB). 

Aucun signal d'hybridation HLA-G n'est observe dans les cellules 
M8 (figures 1 A et IB). 

L' analyse PCR des transcrits du CMH classiques, a l'aide d'amorces 
specifiques HLA-A, HLA-B, HLA-C (A. King et al., J. Immunol., 1996, 156, 2068- 
20 2076) et HLA-DR (M. Bull et al., Mol. Cell. BioL, 1990, 10, 3792-3796) revele des 
taux eleves de transcription des HLA de classe I classiques dans toutes les lignees 
cellulaires de melanome,. tandis qu'on ne detecte que peu ou pas du tout de transcrits 
HLA-DRA dans ces cellules (figure 1C). 

Ces resultats sont confirmes par une analyse en cytometric de flux, a 
25 Taide d'anticorps monoclonaux diriges contre les antigenes HLA de classes I et II ; ils 
montrent que les molecules HLA-A, B et C sont exprimees & la surface des lignees 
cellulaires de melanome, alors qu'aucun antigene de classe II ne peut etre detecte. 

Le Tableau ci-apres resume les profils de transcription obtenus avec 
ces differentes cellules. 
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21 Analyse de la transcription HLA-G dans des biopsies de 
melanome ex-vivo . 

5 Tous les transcrits d' HLA-G sont detectes a des taux importants 

dans les biopsies de melanome, alors que seule la bande de 1 000 pb est detectee dans 
la peau humaine saine (figure 2). Ces resultats ont ete confirmes sur d'autres biopsies 
et montrent que les taux importants de transcription observes dans les cellules de 
melanome, sont specifiques de ces derniers. 
10 3/ Analyse des proteines HLA-G dans les cellules de melanome . 

Pour determiner si les transcrits d' HLA-G detectes dans les melano- 
mes sont traduits en proteines HLA-G, des etudes d'immunoprecipitation ont ete 
effectuees avec differents anticorps monoclonaux anti-HLA de classe I, sur des lysats 
de cellules marquees metaboliquement ( 35 S methionine/cysteine). 
15 La comparaison est realisee en presence d*un contrdle positif (cellule 

JEG-3) et d'un controle negatif (cellules de melanome M8). 

Les resultats d'immunoprecipitation avec T anticorps monoclonaux 
W6/32 sont illustres k la figure 3. 

Avec les cellules JEG-3, T anticorps W6/32 immunoprecipite deux 
20 proteines de 45 kDa (molecule HLA-C) et de 39 kDa (isoforme HLA-G 1 liee a la 
membrane) (figure 3A). 

Dans les cellules IGR et M8, seulement une proteine de 45 kDa est 

detectee. 

Des resultats similaires sont obtenus par immunoprecipitation de 
25 proteines de surface biotinytees (figure 3B). 
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Ces donnees montrent que la proteine HLA-G1 n'est pas exprimee 
dans Ies cellules IGR, meme si ces dernieres expriment 1' ARNm correspondant. 

Cependant, l'absence de proteine HLA-G1 dans les cellules IGR 
n'exclut pas Texpression de 3 autres isoformes d'HLA-G (HLA-G2, G3 et G4). 
5 Ces proteines ne peuvent pas etre revelees par 1* anticorps monoclo- 

nal W6/32, en raison de leur incapacite k s'associer avec la |32m. 

Pour mettre en evidence ces proteines, Hnununoprecipitation de 
proteines marquees k la methionine ( 35 S-methionine) est realisee en utilisant des anti- 
corps monoclonaux qui reconnaissent l'HLA-G libre, l'HLA-G denaturee et THLA-A 
10 (anticorps HCA2) et un epitope localise au niveau du domaine eel present dans toutes 
les isoformes de la proteine HLA-G (anticorps monoclonal Ig anti HLA-G). 

L' anticorps monoclonal revele la presence de la proteine HLA-G 1 de 
39 kDa dans les cellules JEG-3 et son absence dans les cellules IGR (figure 4). 

Des bandes additionnelles, qui migrent a 32-34 kDa et a 18 kDa, qui 
15 correspondent respectivement a la taille de la proteine HLA-G2 et/ou de la proteine 
HLA-G4 ou G3, sont detectees dans les cellules IGR aussi bien avec T anticorps 
monoclonal Ig anti HLA-G qu'avec Tanticorps HCA2 (figure 4). 

Les bandes additionnelles, specifiques de la proteine HLA-G, ne 
sont pas observees dans les cellules M74 et M8 qui ne presentent pas les transcrits 
20 d' HLA-G correspondants (figure 4). 

4/ Protection de la lignee IGR de la cvtolvse induite par les cellu- 
les NK . 

Les cellules YT2C2-PR sont utilisees comme cellules effectrices 

NK. 

25 Seule la lignee cellulaire IGR, qui exprime les isoformes HLA-G2 

et/ou G4 et G3, abolit la lyse induite par le clone YT2C2-PR. 

La lignee cellulaire de melanome M74, qui exprime les antigenes 
classiques du CMH de classe I mais qui presente un defaut selectif dans la transcrip- 
tion et Texpression des isoformes HLA-G2 et HLA-G3 est lysee par le clone YT2C2- 

30 PR. 
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Une lyse est egalement observee avec la lignee cellulaire M8, qui 
exprime les antigenes classiques du CMH de classe I, mais qui ne transcrit aucun 
ARNm d' HLA-G (figure 13A). 

Pour montrer que seules les HLA-G sont impliquees dans cette inhi- 
5 bition de la lyse induite par les cellules NK, plusieurs lignees cellulaires EBV-B 
n'exprimant aucune HLA-G mais partageant au mo ins une allele HLA-A, B ou C avec 
la lignee IGR sont utilisees comme cellules cibles. 

Toutes ces lignees EBV-B sont lysees par le clone YT2C2-PR, 
montrant que les antigenes HLA-A, B et C ne sont pas impliques dans la protection du 
10 melanome IGR, de la lyse YT2C2-PR. 

Pour montrer que V inhibition de la lyse, induite par le clone YT2C2- 
PR par les cellules IGR, n'est pas due k un signal transmis par cette lignee cellulaire 
mais est bien liee k une resistance intrinseque de ces cellules IGR aux cellules NK, les 
cellules IGR ont ete utilisees comme inhibiteurs, dans un test de cytotoxicity dans 
15 lequel les cellules cibles (T) sont des cellules M8 et les cellules YT2C2-PR, les 
cellules effectrices (E). 

La figure 5 B montre que les cellules IGR inhibent de maniere effi- 
cace la lyse des cellules M8 par le clone YT2C2-PR ; cette inhibition est proportion- 
nelle au nombre de cellules IGR utilise pour le test competitif. 
20 Ainsi que cela ressort de ce qui precede, T invention ne se limite 

nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d' application qui 
viennent d'etre decrits de fa?on plus expiicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a Tesprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVINDICATIONS 

1°) Vaccin anti -tumoral, apte a inhiber les antigenes HLA-G, 
caracterise en ce qu'il est selectionne dans le groupe constitue par des cellules 
tumorales autologues ou un antigene HLA-G5 soluble. 
5 2°) Vaccin selon la revendication 1, caracterise en ce que lorsque 

ledit vaccin est constitue de cellules autologues (notamment des cellules tumorales de 
Findividu a traiter exprimant au moins une isoforme d'HLA-G), iesdites cellules sont 
modifiees de maniere a induire la production d'anticorps anti-HLA-G. 

3°) Vaccin selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit anti- 
10 gene anti-HLA-G5 soluble est couple a une proteine appropriee et eventuellement 
associe k un adjuvant tel que Thydroxyde d' aluminium ou le phosphate de calcium. 

4°) Composition anti-tumorale, apte a inhiber les antigenes HLA-G, 
caracterisee en ce qu'elle est constituee d'anticorps anti-HLA-G. 

5°) Produits, aptes a inhiber les antigenes HLA-G, contenant des 
15 anticorps anti-HLA-G et des facteurs de regulation de 1'expression des HLA-G, 
comme produits de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee 
dans le temps, dans le traitement des tumeurs solides exprimant au moins une 
isoforme d'HLA-G. 

6°) Produits selon la revendication 5, caracterises en ce que lesdits 
20 facteurs de regulation sont notamment selectionnes dans le groupe constitue par les 
hormones sexuelles. 
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